Original Article by 泉谷,哲夫 & IZUMITANI,TETSUO
第 1号 千葉医学会雑誌 -117-
酵素的連続反応の解析
千葉大学医学部医化学教室(主任赤松茂教授〉
泉谷哲夫 
TETSUO IZUMIT ANI 
昭和 30年 4月 30日受付 
Aなる基質がBを経て Cを生成する連続反応に於て，これが酵素的に行われる場合の理論的
解析は既に行われているがくIL 当教室に於てジグリシルジアミノ安息香酸を基質として，これ
が酵素的にモノグリシJ たルレ安息息、香酸を経てジアミノ安息香酸を生成する連続水解の解祈を行つ7こ
成績がある (2虫り〉
著者は，この連続反応が燐酸酵素に適するように新しし、基質パラニトロフェニ{ル燐酸ヱチ
ル (NPPE)の Ca塩を製出した。この NPPEを基質としてこれが燐酸ジヱステラ[ぜによっ
てバラニトロブェノ戸ル (NP)を遊離してエチル燐酸 (EP)を生成し，次いで EPが燐酸モノ
ヱステラ戸ぜによって水解されて無機燐酸 (P)を生ずる連続反応の実験を行L、，中間に生成
される EPの極大生成量の解析を行つ7こ成額について報告するO
実験の部 アルカり牲に於て比色測定する(5)。被検液に等量の 
1.基質 5%ズルブ才サリチノL酸を加えて除蛋白した漉液 4.0
(1)バラニトロブェニーノL燐酸エチル Ca塩(結 mlに，等量の-半飽和茨酸ソ{ダを加えてアルカリ
晶水 1/2分子)(NPPE)西堀(3)に従って合成した。 性反応で塁色する遊離 NPの吸光度を PuHrichの
融点 2370未補正分析: P C理論値 11.3%実測値 光度計で比色した (S43)。主主濃度町田000基準液の吸 
11.2%) NP: (理論値 47.4%実現IJ値 47.2%)。 光係数 E=1.00。除蛋白剤として用いたスルフォサ
(2)エチノL燐酸 Ba塩 (EP)加藤の合成した教室 リチル酸はこの比色定量に影響しなかった。 
保存の標品を用いた。 (2) EPの水解は遊離する Pをサフラニ y法的(7)
(3)フェニー 分子〉市川7.K1塩(結品Na燐酸].，j 又は Fiske-Subbrow設により測定した。 
の合成した教室保存の標品を用いた。 
ll.酵素
(1)ハプ毒ジエステラーゼ吉田(.1)に従って諜製
した。透析した 5%のハプ毒溶液は微量のそノエス
テラーゼを含むので 1fr，量の M/2酷i酸:酷酸ソーダ
等量混液とり5量の水及び 1/25重量の Kaolinを加
え 370で 30分振謹し Kaolinにモノエステラーゼ
を吸着させる。 ζの上清透析液は NPPEより専ら 
NPを遊離して EPを生成するが，モノエステテー
ゼを含まないから Pを遊離しない。 
(2)尿モノエステラーゼ早朝尿を 1/10量に濃縮
し，無機燐酸を証明せざるまで充分に透析した。こ
の酵素はジエステラーゼを含まなし、から NPPEを
水解しないが EPを水解して Pを遊離する。 
li.定量法 
(1)NPPEの水解は遊離する NPを茨酸ソ{ダ
(3) フェニーノL燐酸'の水解は遊離するフェ V~ ノL
を赤松・宍倉法(6)により測定した。被検液に等量の 
10%三塩素酷酸を加えた除蛋白糖液1.0mlに， 
Borax緩衝液を加えて pH 9とし， 10%赤血塩 0.2 
mlと 0.1%Dibromo Aminophenol 0.2 mlを加
え 370 5分加温後水を加えて 10.0mlとし上記光度
計で比色した (S61)0 M / 2000基準液の吸光係数 E= 
1.17である。 
IV.実験方法
実験は pH7.0，370 で行し、緩衝液ロ Michaelis
の Veronal・HCl混液を用いた。 
v.実験結果 
(1)NPPEの連続水解 
NPPEに上記ジエステラ{ゼとそノヱステラ{
ゼとの混液を作用させると先ず NPPEがジエステ
ラーゼにより水解されて NP を遊離しつ~ EPを生
。 。
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成し，次いでこの EPがそノヱステテーゼによって
水解されてPを生ずるこ段の反応が連続して行われ
る。この場合 NPを定量することにより NPPEか
ら生じた EPの総量を知り，その中，モノエステラ
ーゼによって水解された EP量はPの測定で知り得
る。従ってその差から残存する EP量を求めること
が出来る。 
NPPE一一主E一一→ EP k'l → P 

ジエステラ--ti: +モノエステヲーぜ十 
  
NP ェタノ ~lL-
上記ノ¥プ毒ジエステラーゼと尿モノエステラーゼ
の混合液をlVI/10日oNPPEに作用せしめ 0，1/4，1/2， 
1，2，3，4，6時間後に試験液中の NP及びP量を測
定した(表 1)。一方これと同時にジエステラーゼが
M/lOO NPPEを，またそノエステラーゼが M/1000 
EPをそれぞれ水解する初速度を測定するとその比
k1: k2 = 1: 0.55で、あった。
また両酵素作用の初速度比 k1:k2 = 1: 1.08の場
合が同様に行われた。
これら二組の酵素混液による NPPEの水解は表 
1の如き経過をたどり中間生成物 EPの極大値はそ
れぞれ47%及び 38%で、あった(表 1)。
第一段ジエステラ{ゼ左第二段モノエステラ戸ゼ
の反応速度比が 1:0.55及び 1: 1.08であるからこれ
を理論式
k2 ，_kl 
'
唱
r r 一一一一山一EPmax= NPPE"←三一l.~r e kl-k2 --k2 
"k1 -k2¥ -
kl ，_kl. 
-e kl-k2 .-k2 ) 
に代入して中間生成物 EPの極大値を求めると，そ 
れぞ持， 48%及び 35%となって実測値と略一致す
る。 
酵素的水解による連続二段反応に於て両酵素の速
度比から中間生成物 EPの極大値を求める理論式
は，この両酵素即ちジエステラーゼ並びにそノエス
テラーゼ作用が単分子反応に従うものとして算出さ
れたものである。しかるにこの連続反応はジエステ
ノ]."モノエステノ]."無機燐円安の混合?夜中で、進行する
のであるから，これらの燐酸化合物が反応速度に影
響するに相違なし、。それ故これらの関係について吟
味した。 
(2)ノ、プ毒酵素に対する NPPE，EP，PのpKm
測定
的 NPPEの.pKm測定 
NPPEを基質として稀釈酵素液により水解させ
生成 NPを20分毎に測定した。検液中の NPは何 
れも 60分迄は直線的に増加することが表 2(ゅの吸 
光係数 E値から知られる。この実験 E値を用いて 
Lineweaver-Burkの法により Km値を求めた。
すなわち Vmax = 0.25，tan 'j= 0.71から NPPE
とジエステラーゼの Kmが求めtられる。 pKm= 
1.750 
め EP及びPのpKm測定 
M/1000基質 NPPEの水解に諸濃度の EPを添加
し，この EP添加時における NPPE水解の阻害度
を検し Michaelis・Mentonの式く10) 
Ki = _ 1・Km 
(S十
__ 
Km)(Vo/V-1) 
を用いて添加 EPの Kmを間接に計算することが
出来る。こ Lに 1:添加物濃度， S:基質 NPPE濃
度， Km，Ki:酵素 NPPE，酵素阻害物質結合体の‘
解離恒数， Vo，V:阻害物質添加時，不添加時の7.K
解初速度をそれぞれあらわす。実験の結果 pKmは
EP= 3.21。 またPの pKmも同様にして求められ
た。 pKm= 3.23 (表2b)。
表1. NPPEのハプ，尿酵素による連続反応及び両酵素の水解初速度 
| 水解初速度 NPPE連続水解反応
1 I2I3 I4 [ 6 |基質|酵素 !|z盟…ELJ lJ制I/2j
〈 )8{5%5)|1i9(%05)9(394.8)!|9(6%.01 6(496.)|1l44E1Mジエステル水解長 iNPPE持ハプ酵素 5.6 1 10.9 |2(951
訓 
~.. -" 11 1 1 1 1:0.55 モノエステノL水解時 7.3117.0140.6:51.7i60.0' 78.1 
EP制尿酵素 3.1 1 6.0 残存ぞノエステル 中 314 叫吋叫7 
，NPPE帯ハプ酵素 5.8 I11.0 ジエステノL水解発 125.5|44.8165 83.0 90. 94.596.5 
II 1 1 1: 1.08 モノエステル水解料 3.6111.6127.4151.2167.2174.8:86.2 
EP掛 尿酵素 6.261 12.2 残存モノエステル 21.9133.2138.1131.8123.1119.7: 
司
10.3 
持パラニトロブェノーlL-定量。 持サブラニシ法にて P定量。
試験液組成(基質4.0cc+水8.0cc)十(酵素液 4.0cc+緩衝液 4.0cc)，NPPE 
及び EPの終濃度は M/10000 rの実験に於ける尿酵素は 8.0cc用いた。
第 1号 千葉医学会雑誌
表 2(a). ハプ毒ジ、エステラーゼ、による 
NPPEの水解特
数イ系光吸
基質終濃度| 
20分 40分 60分 
0.183 0.2740.090M/100 
0.113 0.1650.056!l1/200 
0.082 0.1220.041M/300 
0.0930.0600.031M/100 
0.025 0.048 0.072M/500 
試験液組成(基質NPPE4.0cc +水8.0cc) 
十(酵素液 4.0cc +緩衝液4.0cc)。
表 2(b). ハプ毒ジエステラ{セ、、に対する 
EP及びPの pKm測定器
十水 6~0 cc) +(酵素液 4.0cc +緩衝液4.0cc)。
長バラニトロブェノーノレ定量。 
(3)尿モノエステラーゼ、に対する EP，NPPE，P 
の pKm測定
め EPのpKm測定 
EPを基質として稀釈酵素液により水解させ生成
無機燐酸をサフラニシ法により 20分毎に測定した
(表 3a)。この実験E値を用いて既述の Linewea-
ver-Burk法により求められた Vmax =0.625と， 
tan 0 = 1.28から EPの pKmを求めた。 pKm= 
2.490 
b) NPPE及びPの pKm測定
M /1000基質 EPの水解に諸濃度の NPPEを添加 
L，この添加時の EP水解阻害度を検し既述の
Michaelis-Mentonの式を用いて NPPEの pKm
を算出した(表 3b)。またlVI/1000基質フェニ{ノL燐
酸の71<解に諸濃度のP添加した阻害実験から同様に 
PのpKmも計算される(表3b)。かく Lて求めら
れた pKmは NPPE= 1.87，P = 3.70となった。
表 3(a). 尿モノエステラーゼによる EPの71<f罪符
成 光 係 数
基質濃度| 
20分 40分 60分 
0.245 0.491 0.733M/500 
0.142 0.289M /1000 0.434 
0.106 0.211 0.315M/1500 
0.084 0.162 0.241M 12000 
0.060 0.119 0.180M /3000 
1. 0.089 0.136M/壬000 0.045 
試験組成(基質2.0cc十水4.0cc) 
十(酵素液2.0cc +緩衝液2.0cc)。
表 3(b). NPPE添加による EPの水解者及び 
P添加によるブェニーノL燐酸の水解時
添加阻 吸光係数 20分
pKi 
害物質
終濃度 
20分 1 40分 1 60分 毎平均
EP 
エチ1]" 
燐酸 
.M/2000 
M/1000 
M/500 
M/250 
。0.070 
0.040 
0.023 
0.018 
0.009 
0.138 
0.081 
0.048 
0.038 
0.020 
0.205 
0.118 
0.072 
0.055 
0.030 
0.068 
0.039 
0.024 
0.018 
0.010 
3.21 
P 
無機燐酸 
M/2000 
M /1000 
M /500 
。0.080 
0.044 
0.032 
0.021 
0.161 
0.078 
0.062 
0.040 
0.238 
0.114 
0.100 
0.062 
0.079 
0.038 
0.033 
0.021 
3.23 
試験液組成 (M/100 NPPE 2.0 cc +阻害体4.0cc 
-1pKi 
|添加阻除加物吸光係数
基質 1 イー
害物質除法I度 20分 40分 60分
。0.155 0.315 0.466 
， ， 
ハハ
噌
凡?ノ可仙恒
VOL
nunυ AUnuU
II 
'AU 
F O  n U
。
u内
0.0451 0.090 I0.134 

M /1000 M/酬。 10.030 10.0611 0.091
P 1一 1 ~.~=~ 1 =.=-~ 1 _.~-~ 1 3.70 
1¥1/200010.020 10.042 10.061 
M/1Oω1 0.0141 0.0291 0.043 
試験液組成(基質2.0cc+阻害物質2.0cc + 
水 2.0cc) +(酵素液 2.0cc +緩衝液2.0cc)。
0.150 0.302 0.450 I
MM
IrQA MN P P E 
1.87 ， ，
んチ
エ 燐
M
0.147 0.295 0.442 あ え  
' 1， ， ， ， ， ，  m m  
0.140 0.280 0.420 
長サブラニン法にて P定量。州フェノーノL定量。 
(4)基質 NPPE水解1m線のH寺間的経j品より生成 
EPの pKm及び基質 EP水解!lIl線の経過よ
り生成PのpKm測定('7) 
NPPEの水解速度について考えると，この水解速
度は酵素 NPPE結合体の濃度に比例するから水解
の進行にともなう NPPEの減少と共に漸減し，ま
た生成 EPの増加に伴う相競性阻害に基いても漸減
する筈である。従って M/1000NPPEの水解を約50
%まで追跡すれば次の様に理論的に EPの pKmを
求めるととが出来る。即ち NPPEの初濃度を a，t 
時に7J，解された NPPE濃度を xとすればその時の 
NPPE濃度は a-xとなり次式が成立する(7)。 
旦四十~~)ln土十三(1 -~~~) =k ...(1)
t ¥ a . Kiノ a-x. t ¥ KiJ 
こLに Km"Kiは酵素NPPE，酵素 EP結合体の
解離恒数をあらわす。上式は， 
afKm. Km¥，_ a . ，..，.， ."x(， .Km¥[ー一一+~~:~~ )10只 J十 0.4343_:;.( 1 ←ーー lt ¥ a . Ki} --=a -x' ----t ¥- Kiノ 
= k'… (2) 
0.02 
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となり (2)式に於て，
十logふ=X.....{3) 0側主=Y.....{の
とし各 t時間に於ける xの実測値を (3)(4)式に代
入して得られたそれぞれの X，Y値を XY直角座標
にとり得られる直線の傾斜即ち tan0= 1.64より Ki
即ち EPの pKm=3.23が算出される(表 4，図 1a)。
表 4. ノ¥プ毒酵素による NPPEの水解持及び
尿酵素による EPの水解時 
I.NPPEの水解持! EP の水解料 
t(15'= 1) 1---，-------，------171~Jfi%1 X IY l水問 x'lYF 
1 6.5 1 0.02921 0.02821 6;70 i0.03011 0.0291 
2 12.5 1 0.02901 0.02711 12.03 1 0.0279; 0.0261 
4 22.4 10.027日0.0243118.91 1 0.02281 0.0205 
:l364l。ば。。ぷ;;;!;;;::l:::;; 
10 41.3 1 0.02311 0.01791 38.441 0.02111 0.0167 
12 1 47.0 1 0.02301 0.01701 41.411 0.01931 0.0150 
14 1 45.3110.018910.0141 
16 1 53.2 10.020610.01441 47.5010.017510.0129 
持メラニトロフェノーノL定量。
持 FiskeSubbrow法にて P定量。
図1.a NPPE水解曲線より EPの pKm測定 
I1 ，1 ¥ 
tanO =‘ a Ki/ 
.1 
1 ] 
Km Ki 
図1.b EP水解曲線より Pの pKm測定 
ぬ -(1+i)
tan 0 = ~a . l_(i11=
v 1 ] 
Km Ki 
0.0251 
会-
Q..! '.• 
tan e.~ 1.'1$ 
@ 
0.015 ~Ki:=3.63 
@ 
。ρIL一一一一一一一一ー_--J.._。}ら 0.0お
←ー一一→ x 
尿モノエステラーゼによる EPの水解曲線の経過
から(表 4，図 1b)， また尿モノエステテーゼによ
るブェノール燐酸の7k解曲線の経過からも同様にし
てPの pKmが算出される。 pKm= 3.63，3.80。
かくして求められた pKmは嘉 5の如くである。
表 5. ヂエステラーゼ及びモノエステラーゼ
に対する NPPE，EP，Pの pKm
酵素晴KZ嗣間接法伎の方的
陥合物い.1-， I 
ノ¥プ査lNPPEll.75王ま示
1-025Q， ジエス 1 EP I I 3.21 (EP添加による阻害から〉
@ テラー I3.23 (NPPE水解曲線から〉
ゼ P 3.23 (P添加による阻害から〕 
エステ 3.63 (EP水解曲線から〉 
tan e= 1.64 ラ{ゼ、 3.80 (ブェニール燐酸1
¥7.k解曲線から j 
NPPEI 11.87 (~~!!添加によ〕
/¥る阻吾から3.23 = pKi 
EP 12.4912.55 (プエニール燐酸水解に EP)
、添加による阻害から / 
P I h.70(ブェニール燐酸水解に P)
尿ー モノ ¥添加による阻害から / 
こLで注目すべきことは NPPEが水解されて 
EPを生じてもまた EPが更に水解されて Pになっ
@ 
ても EPとPとはジエステラーゼに対して等しい 
pKmを示すことである。
またそノエステラーゼに対する NPPEの pKm
は EP，Pに比べて小であるから連続反応に際して
0.01 J 
0.025 
はそノエステテーゼ作用に NPPEの存在は影響し
0.02 0.03-一一→x ないことがわかる。
0.015 
-1 
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考 按 両式から EPの残存曲線ならびに Pの生成曲線の王国
NPPEの酵素'的連続水解実験に於て第一段及び 論値が得られる(表 6)。両酵素の速度比 k1:k2がそ
第二段の反応速度を夫々 k1，k2とすれば， れぞれ 1:0.55及び 1: 1.08に於ける理論曲線と実測 
k1 ____ k2 曲線は略一致する(図 2)。 (NPPE) 一一~ (EP)一一→ (P)
この両酵素の水解経過は単分子反応に従わぬ。 表 6. NPPEのハプ，尿酵素による 
M凶 aelis-Mentonの式 一一一連読反応の実験値及び理論値一一-
~J~~+~~'ln 宇一十日-m=k ω lA11川112(3147t¥a ' Ki r~~a-x . t ¥-Ki ) 一一一ーァ 
主 1()P'--~- (~旦十五戸')+O ，4343~(1- I~~')
t ~~Oa~x¥ a ' Ki} t ¥ Kl J 
・=k'…(2) 

:10九三=K ...........-(3) 

とおくとこのK即ち単分子反応としての速度恒数は
時間主共に漸減する。 
NPPEの連続二段水解反応に於て中間生成 EP量
の極大値を求める式は両酵素が単分子反応に従うも
のとして算出されたものであるから事実に適合しな 珂1.!EP水解|451281303(555[69718031858
いことになる。しか山式では反応速度の比率が i語脅i存貯同町吋i2幻…1.3残 片同 
問題になるのでで、各々 の絶対値は関係しなし、、。 
Michaelis-Mentonの式を書き改めた (3)式に 図 2. NPPEの連続水解 
)){l !l~Ji}:。Ep:1詰於ける K即ち単分子反応としての恒数が~ることを
示すが，この第一段と第二段の両酵素の反応で缶時
間に於けるK即ち単分子反応としての恒数の比が一
定ならば EPの生成極大量を求める算式が成り立つ
ことになる。そこで第一段の反応は K，第二段の反
応は K'とこのように第二段の反応の時は文字にダ
ッシュをつけて K，K'の比をとると， 
f_ Kn、¥X /{. Kmヘx' ハ 
K/K' =(1ー 」ー)二/P一一一 -r: x l，;¥~ Ki  t γKi'ノt
この式に実測値を代入して求めた K/K'即ち両酵素
の反応速度比はそれぞれの時間について次の如く大
体一定である。 
t(1/戸 1)( 12 4 8 10 12 16 
KjK' j 1.0 1.0 1.2 1.1 1.1 1.2. 1.2 
またこの実験に於て NPPEとEPの水解速度恒
数の減少が時間と共にそれぞれ同じ比率で進むとす
ると実測値で求めた k1からその時間に於ける hが
求められ従って， 
k. / -kIt -k2t¥
EP =NPPEo.~一一 (e ----e -- )k2-k1¥ - } 
P =NPPEn(l-~e-kltり¥-k2-k1 
宇4 
T 
-，-一一一」町一一_..-...I___~.一一」ー四一司自一回一一-←一一' 
り4.'3 I 2 
自争時1Jl
れ11 4'.I.x豆p干北
-----同f竺閉じ 
，~­
kl:k， = 1:1.08 
実線は実測，点線は理論曲線をあらわす。
')-k2te~~-;__+k;-瓦 )e 
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1. NPPEの酵素的連続水解に於て残存 EP及v.生成P量の理論的解析を行った。
2. 酵素と諸燐酸化合物との pKmを直接法，阻害剤添加による間接法，基質水解曲線の経
過より測定する間接法の三種の方法により測定を行った。
本研究は，文部省から赤松教授に与えられた科学研究費により，赤松教授指導のもとに行った
ものである。こ与に深く感謝する。
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